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C1-C4-Alkylrest darstellen oder einen Phenyl-, Naphtyl- oder 



Gegenstand der Effindung ist ein immunologisches Bln- 
dungssystem far Antikerper und deren Verwendung in 
Immunoassays und ate Vakzin. • °" oun B in 

Die immunologische Bindungssubstanz, die mit einem Anti- 
korper. der gegen ein Epitop mit einer naturiichen Amino- 
sauresequenz spezifisch gerichtet ist. spezifisch bindet und 
£!n£ ntweder l . e T detektierbare Markierung tragt oder 
festphasengebunden ist oder Qber ein spezifisches Bin- 
dungsmolekQI an sine Festphase gebunden warden kann 
^m^iI-.'T 1 " 109 ^ "i* 83 ™*- T-2elI-Epitop enthalten- 
S 5 " 0 * 1 od , er an ein Carrierproteinmolekul gebunden 1st 
ist dadurch gekennzeichnet, dag die spezifische Bindunas- 
substanz erne dam naturiichen Epitop entsprechende Ami- 

Peptidbindung oder an einer Aminosaure die Sequenz 
dadurch verlndert ist. daS 

a) eine oder mehrere -CO-NH-Peptidbindungsgruppen durch 
erne davon verschiedene zwei- oder dreiatomige Brucke 
ersetzt sine, 

b) Arninosaureseitenketten um eine -CH2-Gruppe verkurzt 
oder um eine -CH2-, -S-, -0-, -NH-, -S02- oder -C0-Grup£ 
verlangert sind, 

c) eine oder mehrere Aminosauren durch eine nicht-biogene 
L- oder D-Ammosaure des Typs 

HR'N-Y-COOH ersetzt sind, wobei 

Y eine -(CH2)n-Gruppe darstellt, mit n « 2-8 oder 

erne >CH-(CH2)m-CR W-Gruppe darstellt mit m « 0-3 
wobei 

R1, R2 und R3, die gleich oder verschieden sein konnen 
Wasserstoff, emen verzweigten oder unverzweigten 

Die fo.genden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnornmen 

BUNDESDRUCKEREI 06.95 508031/226 
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Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft spezif ische Bindungssubstanzen fur Antikarper, deren Verwendung in Immunoassays 
und als Vakzin sowie ein immunoiogisches Bestimmungsverfahren unter Verwendung dieser spezifischen Bin- 
dungssubstanz als Bindungspartner fflr den Antikarper. 

Von Antikdrpern ist bekannt, daB sie die entsprechenden Antigene fiuBerst spezifisch binden. 1st ein Antikar- 
per gegen eine Aminosaureteilsequenz (Epitop) eines Proteins gerichtet, ist bekannt, daB zu seiner Bindung auch 
diese Teilsequenz aiiein verwendet werden kann. 

Die spezifische Bindung zweier Biomolekflle wurde erstmals fttr die Enzymsubstrat-Bindung mit dem Schlfls- 
sel-SchloB-Prinzip verglichen. Linus Pauling erkannte jedoch in den 60er Jahren, daB zwischen der Enzym-Sub- 
strat-Bindung und einer Antikarper-Antigen-Bindung ein fundamentaler Unterschied bestehL Die Bindungsstel- 
le eines Enzym ist durchaus nicht vollkomraen passend fflr sein Substrat Vielmehr scheint die Bindungsstelle 
eines Enzyms der Struktur des Obergangszustands einer Substratreaktion vie! ahnlicher zu sein und eriaubt 
daher dem Substrat einen gewissen Spielraum in seiner Struktur, ohne daB das Enzym seine Bindungseigenschaf- 
ten fur das Substrat verliert Dagegen wird fflr die Antigen-Antikarper-Bindung ein absolutes Einpassen des 
Anagen-Epitops in die Bindungsstelle des Antikarpers gefordert, was eine raumliche Variation des Epitops 
bezfigiich der Antikarperbindung prinzipiell ausschiieBt Nur durch diese spezifische Epitop-Antikarper-Bin- 
dung kann eine Fremdsubstanz spezifisch aus dem Organismus durch Antikarper eliminiert werden. 

Epitope, gegen die ein Antikarper spezifisch gerichtet ist, werden hauptsachlich fflr zwei Anwendungen 
eingesetzt: Zum einen dienen sie — meist an einen Carrier gebunden — als Immunogene (Vakzinei die einen 
Organismus zur Produktion von Antikarpern veranlassen, die gegen diese Epitope oder gegen Antigene, die 
diese Epitope enthalten, gerichtet sind Zum anderen werden solche Epitope in Immunoassays zum spezifischen 
Nachweis von Antikarpern in Karperflflssigkeiten eingesetzt in denen sie durch Antigene, die diese Epitope 
enthalten, als Immunreaktion erzeugt wurden (beispielsweise nach Infektion durch einen infektiasen Organis- 
mus). 

Sind die Epitope Polypeptide, so stellt sich bei deren Einsatz im Organismus als Vakzin oder bei diagnosti- 
scnen Anwendungen im Kontakt mit Karperflflssigkeiten wie Serum das Problem, daB die Polypeptide durch 
metabolischen Abbau, insbesondere Proteasen, wie sie in Karperflflssigkeiten enthalten sind, zersetzt werden 
und lhre Funktion verlieren. 

Von Polypeptides die zu therapeutischen Zwecken, d h. zur Bindung an Enzyme oder an Hormonrezeptoren 
im Organismus emgesetzt werden, ist bekannt, daB sie vor ihrem metabolischem Abbau im Karper dadurch 
geschutzt werden kannen, daB eine Modifikation der Aminosauresequenz vorgenommen wird Solche soge- 
nannten Peptidmimetika als therapeutische Mittel und deren HersteUung werden u. a. in Giannis, Angewandte 
Chemie 105 (1993) 1303-1326; Lee, Bull Chem. Soa Jpn 66 (1993) 2006-2010 und Dorsch et al, Kontakte 
(Darmstadt) 1993 (2) beschrieben. Dieser Weg der Modifikation schien aber fflr Epitope zur Bindung von 
Antikarpern und zur Erzeugung von Antikarpern als Immunogen aufgrund der bekannten hohen Spezifitat der 
Epitop-Antikarper-Bindung versperrt 

Zur Stabilisierung solcher Polypeptidepitope wurden kflrzlich auf dem 3. Europaischen BIAcore Symposium 
in London 1993 Peptid-Humanserumalbumin-Fusionsprodukte vorgeschlagen (Integration of Biocore in the 
Discovery Department, S. Rebou! et al> Durch die Kopplung der Peptidepitope an Humanserumalbumin wird 
allerdings der enzymatische Abbau der Polypeptide lediglich etwas verzdgert, nicht aber verhindert 

Aufgabe der Erfindung war es, Bindungssubstanzen zur Verfflgung zu stellen, die als Epitope fflr Vakzine zur 
Erzeugung von Antikarpern und in Immunoassays zum Nachweis von Antikarpern, die gegen Epitope einer 
bestimmten natflriichen Aminosauresequenz gerichtet sind, fungieren konnen und die eine veranderte metaboU- 
sche Stabihtat insbesondere eine veranderte Proteasestabilitat oder eine veranderte Wirkungsdauer als Immun- 
ogen in emem tierischen Organismus oder als Bindungspartner in Immunoassays mit Karperflflssigkeiten als 
Probenmatenal aufweisen und die trotzdem einen Antikarper, der gegen ein entsprechendes natflrliches Epitop 
genchtet ist, in spezifischer und selektiver Weise binden kannen bzw. diesen Antikarper in einer Immunantwort 
erzeugen. 

Die Aufgabe wird gelast durch die Erfindung, wie sie in den Ansprflchen charakterisiert ist Oberraschender- 
weise wurde gefunden, daB trotz der auBerst hohen Spezifitat der Antigen-AntikSrper-Reaktion bei einer 
Strukturanderung m emer natflriichen Epitop-Polypeptidsequenz durch VerSnderung der Aminosauren in der 
Sequenz in der erfindenschen Weise nicht die Bindung des modifizierten Epitops zu einem Antikarper, der 
gegen das unmodifizierte Epitop gerichtet ist, verhindert wird Gleichzeitig zeigt das modifizierte Epitop im 
Vergleich zum unmodifizierten Epitop aber veranderte metabolische Eigenschaften im Kontakt mit Karperflfls- 
sigkeiten oder in einem tierischen Metabolismus, z. B. eine veranderte Stabilitat gegenflber karnereicenen 
Proteasen. ^ 

Unter Veranderung der Aminosauren der Aminosauresequenz des natflriichen Epitops werden erfindungsge- 
maB folgende Moglichkeiten verstanden: 

a) Ersatz der -CO-NH-Gruppe mindestens einer Peptidbindung durch eine davon verschiedene zwei- 
oder drei-atomige Brflcke. 

Unter zwei-atomiger Brflcke wird bevorzugt eine -NH-CO-, — CH2— CH2 CH =CH- — CH2— NH- 

-NH-CH2-, -0-CH2-, -CH2-0-, -CH2-S- oder -S-CH2-Gruppe verstanden. Unter drei-ato- 
miger Brflcke wird bevorzugt eine -CH2-CH2-CH2-Gruppe verstanden, in der eine -CH2-Gruppe 
auch durch eine -O- oder -NH-, -S- oder -CO-Gruppe ersetzt sein kann. Bevorzugt sind zwei-atomiiye 
Brflcken. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine -CH2-CH2-, -CH2-NH- oder -NH -CO-Gruppe. Wird eine 
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P *£^-*P i -° r ?M* beispielsweise dun* eine -NH-CO^rnnn* -v.*. , 

GmppTb^ fine H-ri^^ -c6-^H- 



HR'N-Y-COOH 
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wobei 

R'Wasserstoffund 

Y eine -(CH2)n-Gruppe darstelit, mit n - 2-8 oder u 
einen Phenyl-, NaphtyL oder einen O, S ™N extender ^2ES? ^ "^^^ d ^»en oder 

-CH eine -CH^ruppe dur^h -S-, NH— , 

NH.f^xyl.SH.HalogenodTHydroxyeSi ^ mehrere H - Atom * durch CH» 

Itll^^^^^^ as 

jj^lWKfi^^ C ' VCretend - Heteroarylresten sind 

SiSSSSSSS^ ^nosauren durch eine einer be«iebi g e„ na«ir<iche„ L-Anunosaure 
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Core-Region; 

EiraNTNRR Tind PQDVKFPGGGQX7GG7 und GQXVGGVYLLPRRGPRLG 
N54-Region: 

SQHLPYIBQ Und QK&LGLLQT und SRGMH7SEEHZTOESD&A 
HS5-Regiont 

HTV I: 
gp-41: 

QLLGIRGCSGKLICTTA und RIIAVERYLKDQQIiGIWGCSG 
gpl20: 

PLGVAPTKAKRRVVQREKR Ulld KRKR2HTGPGRAFT 
HIV XI: 
gp32: 

irSWGCAERQVCHCT 
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AuBerdem gibt es je nachTyp des Virus leichte Sequenzunterschiede. 
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Unter Epitop mit einer natflrlichen Aminosauresequenz wird die Mindestaminosauresequenz bestehend aus 
natflrlichen Aminosauren eines natQrlichen Antigens, zum Beispiel eines infektidsen Organismus, verstanden, die 
for die Bindung eines durch das Antigen erzeugten Antikdrpers notwendig ist Dies sind Aminosauresequenzen 
aus mindestens 6 Aminosauren, bevorzugt raindestens 10 Aminosauren. SeJbstverstandlich kdnnen sich an die 
5 Epitopaminosauresequenz am C- oder N-terminalen Ende weitere Aminosauren anschlieBen. Diese tragen aber 
nicht mehr essentiell zur Bindung des Antik6rpers beL Die erfindungsgemaBe immunologische Bindungssub- 
stanz soli mindestens dieser Aminosauresequenz des natflrlichen Epitops entsprechen, wobei sie allerdings 
innerhalb dieser Aminosauresequenz mindestens an einer Stelle in der erfindungsgemaBen Weise verandert ist 
Bevorzugt wird eine — CO— NH-Gruppe einer Peptidbindung erfindungsgemaB ersetzt, ganz besonders 

io bevorzugt an einer Stelle der Sequenz an der die zugehdrige Amidbindung durch eine Protease besonders 
spaltungsgefahrdet ist Dabei muB nicht an jeder mdglichen Proteasespaltstelle eine —CO— NH-Gruppe durch 
eine hydrolysestabile Atomgruppe modifiziert werdea Dem Fachmann sind die Konzentrationen und Arten 
relevanter Proteasen in verschiedenen Kdrperfliissigkeiten bekannt Haufig vorkommende Proteasen sind 
beispielsweise Trypsin, Chymotrypsin, Collagenase, Elastase, Thrombin, Plasmin oder Kallikrein (z. B. N. Katun- 

15 tuna et al, Japaa ScL Soc. Press, Tokyo/Springer Verlag Berlin, Seite 37—44 (1983). Ebenso sind ihm die 
jeweiligen Aminosauresequenzen der Spaltstellen verschiedener Proteasen bekannt Daneben gibt es auch 
unspezifische Proteasen. Besonders spaltungsgefahrdet sind beispielsweise Proteasespaltstellen an den Enden 
einer Aminosauresequenz. Hier ist die Aminosauresequenz besonders gefahrdet durch den Abbau durch Exo- 
peptidasea Weiter sind Glycin enthaltende Peptidsequenzen besonders spaltungsgefahrdet, da die fehlende 

20 Seitengruppe des Glycins einen hydrolytischen Angriff einer unspezifischen Protease besonders begtinstigt 
Durch die erfindungsgemaBe Modifikation einer durch Peptidasen gefahrdeten Amidbindung, insbesondere 
einer Glycin-Peptid-Bindung allein, kann schon eine wesentlich verbesserte Stabilitat der erfindungsgemaBen 
Bindungssubstanzen gegenflber den natflrlichen Epitopen bezflglich Abbau durch Proteasen erreicht werdea 
Die Proteasestabilitat einer erfindungsgemafien Bindungssubstanz kann vorteilhaft beispielsweise so ermittelt 

2S werden, daB sie Pankreatin, einem Gemisch haufig vorkommender Proteasen (u. a. Carboxypeptidase A und B, 
Trypsin, Pepsin, Chymotrypsin, Elastase) oder Pronase (u. a. Aminopeptidase, Carboxypeptidase, alkalische und 
neutrale Proteinase), ausgesetzt wird. Der verminderte enzymatische Abbau der Bindungssubstanz kann durch 
HPLC-Analyse des zeitlichen Auftretens von Peptidbruchstflcken bestimmt werden. 
Ganz besonders bevorzugt wird eine -CO -NH-Gruppe durch -CH2— CH2-, CH2-NH- oder NH-CO- 

30 Gruppen ersetzt 

Eine zusatzliche Blockierung der Sequenz-Termini stabilisiert die Bindungssubstanz zusatzlich gegenflber 
Exopeptidasea 

Die immunologische Bindungssubstanz ist entweder an ein detektierbares Markierungsmolekfll, an eine 
Festphase oder an ein spezifisches Bindungsmolekfll, das an eine Festphase spezifisch binden kann, gekoppelt 
35 Diese Kopplung erfolgt bevorzugt kovalent, entweder direkt flber das C- oder N-terminale Ende der Bindungs- 
substanz oder fiber einen Spacer. 

Eine detektierbare Markierung kann direkt oder indirekt ein meBbares Signal liefern, zum Beispiel durch 
Radioaktivitat, Chemilumineszenz, Phosphoreszenz, Fluoreszenz oder Elektrochemilumineszenz oder durch 
sichtbare Farbe. Ein indirekt meBbares Signal Iiegt zum Beispiel bei Enzymmarkierung vor. Hier wird durch 
40 Zugabe eines Enzymsubstrates eine Farbe gebildet Beispiele fur Enzymmarkierungen sind: Markierungen mit 
p-Galaktosidase, alkalische Phosphatase oder Peroxidase. 

Die Bindung der Bindungssubstanz an eine Festphase erfolgt nach dem Fachmann geiaufigen Methodea AIs 
Festphasen dienen beispielsweise Kugela Kunststoffrohrchen, Mikrotiterplatten oder Testtrager. 
Die immunologische Bindungssubstanz kann auch an ein spezifisches Bindemolekfll gekoppelt sein, fiber das 
45 es an eine Festphase binden kann. Ein bevorzugtes Beispiel ist Biotin, das bevorzugt am N-terminalen Ende der 
Bindungssubstanz gebunden ist und spezifisch an eine mit Streptavidin beschichtete Oberflache binden kana 

Die erfindungsgemaBe Bindungssubstanz kann vorteilhaft in Immunoassays eingesetzt werdeiL Besonders 
vorteilhaft ist ihr Einsatz in Immunoassays nach dem Sandwichprinzip zum Nachweis eines Antikdrpers, der 
gegen ein Epitop mit einer entsprechenden, natflrlichen Aminosauresequenz gerichtet ist, durch Inkubation der 
50 AntikSrperprobe mit zwei Bindungspartnern, die mit dem Antikdrper spezifisch binden, und Bestimmung der 
Bildung des Antikdrper- Bindungspartner-Komplexes in einer geeigneten Weise, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens einer der Bindungspartner eine erfindungsgemaBe Bindungssubstanz darstellt 

Bevorzugt wird ein solcher Immunoassay als heterogener Immunoassay durchgefOhrt Dabei ist einer der 
Bindungspartner entweder direkt oder flber einen Spacer an eine Festphase gebunden oder ist an eine spezifi- 
55 sche Bindungsstelie, zum Beispiel Biotin, gebunden, die wahrend des Immunoassays an die Festphase binden 
kana Fflr diesen Bindungspartner wird eine erfindungsgemaBe Bindungssubstanz verwendet 

Der zweite Bindungspartner ist markiert FQr diesen Bindungspartner kann entweder eine erfindungsgemaBe, 
mit einem Markierungsmolekfll versehene Bindungssubstanz oder ein gegen den nachzuweisenden Antikdrper 
gerichteter, markierter Anti-Antikdrper benutzt werden. Bevorzugte Markierungen sind Enzymmarkierungen 
go oder Direktmarkierungen mit beispielsweise Metallsolea 

Zur Durchfflhrung des Immunoassays wird eine Probe des nachzuweisenden Antikdrpers mit dem ersten 
Bindungspartner, dem markierten Bindungspartner und der Festphase gleichzeitig oder sukzessive inkubiert, 
wobei sich ein festphasengebundener Komplex aus erstem Bindungspartner, Antikdrper und markiertem Bin- 
dungspartner bildet Bevorzugt werden dann nichtgebundene, markierte Bindungspartner in der flflssigen Phase 
65 von an der Festphase gebundenen, markierten Bindungspartnern getrennt und die Markierung in einer der 
beiden Phasen als MaB fflr die Anwesenheit oder Konzentration des nachzuweisenden Antikdrpers gemessea 
Bei Enzymmarkierungen beispielsweise wird zur Messung die Enzymsubstratldsung dazugegeben. Die Messung 
kann beispielsweise visuell oder photometrisch erfolgen. 
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D S ™ te . rer Gegenstand der Erfindung ist ein Immunogen bzw. ein Vakzin enthaltend eine er finH„n« Mm ,ft. 
g7kop£hlt ""^ a " Ammosaurese 1 uen *. ^ ein T-Zell-Epitop enthah, oder an ein C^MoteSi 
diS fS * en * zur w^genden Behandlung von Infektionen, die durch Antigene hervorgerufen werden 

^w5£" ^1 Aminosauresequenz gekoppelt werden, die T-ZeU-Epitope enthalt B "W"ngssut>- 
rung ™ hCgt B Cmer P" 0 ' 0 ^ eff «*tiven Dosis und einer pharmazeutisch akzeptabien Formulie- 

unS^rjlche^A^ ■* vom naturiichen Epitop 

und k6nnen sozur Immunabwehr ge«^ SS^dfedtaSfS^lKC^ ^V" Epitop 
Verlnderung in der Sequenz seiglX^e^ 

ter^henOrganismus.z.ReineveranderteProteasStS^ * ^ Metabollsmus ™ 

MOWS 

erhaUUch oder k6nnen nach dem Fa^aTb^^ 

Solid phase synthesis, Seite 403, 1990; G. Jung Pentides 1988. Mhi^rwT n r & t Ga^ 1 ™ « al, 
646-648; A. Jager, Peptides 1992, Esco* SnSpS^B^^SJf ' X*? v* W To* ^ Seite 
EscomScience Publishers B.V. 1991.&te6«^S££-i» ^^rt^^ 65 ,M0, 

mmmam- 

mmasmm- 
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Beispiel 1 

Durchfahrung eines Immunoassays mit erfindungsgemaBen biotinylierten Bindungssubstanzen gegen Anti- 
kdrper gerichtet gegen das core-Epitop des HCV-Virus. 
5 In den eingesetzten Bindungssubstanzen wurde gegenuber dem naturlichen Epitop "core 2m" ine oder 
mehrere CO— NH-Peptidbindungsgruppen erfindungsgemaB ersetzt (core2m I — core2m VII) oder Aminosau- 
ren durch D-Aminosauren ersetzt (core 2m VII). 

In streptavidinbeschichteten ES 22 Tubes der Firma Boehringer Mannheim werden jeweils 20 ul Serum 
vorgelegt (Negativserum, Positivserum, positive Seren A— Cy Dann wird 1000 p.1 Peptidldsung (core 2m bzw. 

io core 2m I— VII, Konzentration 100 ng/ml in Kaliumphosphatpuffer 40 mmol/l pH 7,0) zupipettiert und 60 min 
im ES 22-Gerat der Firma Boehringer Mannheim stehengelassen. Nach 60 min Inkubation wird die Peptid/Ser- 
umldsung herauspipettiert und die Tubes mit Testwaschldsung Kaiiumphosphatpuffer 40 mmol/l, pH 7,0 gewa- 
schen. Dann wird 1000 ul Peroxidasekonjugatlfisung (Peroxidase konjugiert an einen Anti FcY-Antik6per, 0^ 
U/ml) zupipettiert und wieder 60 min inkubiert Die Konjugatlasung wird abpipettiert und das Tube mit 

15 Waschldsung gewaschen. Dann wird 1000 ul ABTS-Ldsung (1,9 mmol/l) zupipettiert und wieder 60 min inku- 
biert Nach 60 min Inkubation wird die Losung aus dem Tube in ein Photometer pipettiert und bei 405 nm 
gemessen. Tabelle 1 zeigt die relativen Reaktivitaten der kunstlichen Epitope core2m I— VI im Vergleich zum 
natOrlichen Epitop (core 2m). Die Reaktivitaten ergeben sich aus dem Messergebnis des Immunoassay in Bezug 
zu einer Standardkurve. Trotz der Modifikation binden die kunstlichen Epitope spezifisch urid selektiv (zum 

20 Beispiel core 2m I). 
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mQBte. Z.B. Flache der core2m IV-L6sung ergab 600 000 auf der anaL HPLC bei 40 p.1 Injektionsvolumeit 
Nun werden zwei Teile dieser Losung mit einem Tefl dest Wasser verdunnt 

Jeweils 200 uJ dieser eingestellten core2m-L6sungen wurden mit 50 jil Pankreatin-Losung (c ~ 1 mg/ml) 
versetzt 

Von diesen L6sungen wurde nach 55 min und nach 125 min eine Probe in die anaL HPLC eingespritzt 
Als Referenz wurde von jeder core2m-L6sung eine 200 uJ-Probe mit 50 p.1 dest Wasser versetzt und in die 
anal. HPLC eingespritzt 

Ober die FlSchen des Peptidpeaks der anal HPLC kann man den prozentualen Abbau des jeweiligen Peptids 
bestimmen. 

Tabelle 2 gibt den prozentualen Anteil in % d der Resistenz der einzelnen Epitopsequenzen gegenOber 
Proteaseabbau nach 55 min und 125 mm an. WaMirend das naturliche Epitop "core 2m" vollstandig abgebaut wird 
(0% Resistenz) sind die kOnstlichen Epitope core 2m I — VII wesentlich proteasestabiler. 
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Beispiel 3 

Synthese des serurastabilen HCV- Antigens core2m I 

Das Antigen wurde mittels Fmoc-(FluorenyImethoxycarbonyl->-Festphasenpeptidsynthese mit einem SMPS 
350 Peptidsynthesizer der Fa. Zinsser Analytics a. 15 mg ^'^'-Dimethoxyphenyl-Fmoc-aminoniethyl^phe- 
noxy-Ha SA-5030 der Fa. Advanced Chemtech mit einer Beladung von 052 mmol/g hergestellt Von foigenden 
N-Fmoc-Aminosaure Derivaten wurden nacheinander zweimal je 90 \imo\ zusammen mit je 90fimo! t-Hy- 
droxybenzotriazol in 270 ul Dimethylformamid und 105junol einer Dimethylformamidlosung von 90nmoi 
N f N-Diisopropylcarbodiimid an das aufzubauende festphasengebundene Peptid angekoppelt: Valin, 8-Amino- 
valeriansaure, Valin, Glycin, Glycin, Glycin, Prolin, Phenyidanin, Lysin (tert ButyloxycarbonylX Asparaginsaure 
(tert Butylester), Glutamin (Trityl), Prolin, p-Alanin, e-Aminocapronsfiure, 0-Alanin, ten. Butyloxycarbonyl- Ly- 
sin, Dimethoxytritylbiotin. Die Kupplungszeiten betragen 40 und 50 Minuten. Die Abspaltungszeit der Fmoc- 
Schutzgruppe erfolgt nach jeder Doppelkupplung mit 600 p.1 einer 50%igen Losung von Piperidin in Dimethyl- 
formamid. Die Abspaltzeit betragt 20 Minuten. Die Waschschritte werden mit jeweils 700 ul Dimethylformamid 
achtmal nach jedem der Reaktionsschritte durchgefuhrt Die Freisetzung des Peptids erfolgt durch Behandlung 
des vom Ldsungsmittel filtrierten Harzes mit je 750 ul einer Mischung aus 90% Triflouressigsaure, 3% Thioani- 
soU% Ethandithiol und 3% Thiokresol innerhalb von 20 Minuten und anschlieBend 140 Minuten. Das Produkt 
wird durch Zugabe von 15 ml kaltem Diisopropylether zu vereinigten Filtrat ausgefallt und durch Filtration 
isohert Der Ruckstand wird in 3 ml 50%iger Essigsaure gelost und lyophilisiert Der Lyophilisationsvorgang 
wird zweimal wiederholt Es werden 17 mg Rohmaterial einer Reinheit von 94% laut reverse phase HPLC 
erhalten (LSI MS: M — H + ; Matrix: mNBA, Beschleunigungsspannung: 6 kV). 

Beispiel 4 

Synthese eines tetrameren HCV-Vakzinbestandteils mit erhdhter Resistenz gegen Proteasen: 
Das Vakzm besteht aus einem B-Zell Epitop des HCV-Antigens (HCV core 18-33) gekoppelt an ein T-Zell-EDi- 
top aus einem Ebstein-Barr-Virus (EBV LMP 43-53), wobei in beiden Epitopen eine Glycin-Glycin-Peptidbin- 
dung des naturhchen Epitops durch eine -CH2-CH2-Gruppe ersetzt ist (entspricht dem Einbau einer 8-Ami- 
novalenan-Saure). 

. ° ie SKUS? tische Vaccine wrie mittels FmcK><Fluorenylmethoxyc;arbonyI->Festphasenpeptidsynthese mit 
einem SMPS 350 Peptidsynthesizer der Fa. Zinsser Analytics an 15 mg 4-(2',4 / -Dimethoxyphenyl-Fmoc-amino- 
methyl)-phenoxy-Harz SA-5030 der Fa. Advanced Chemtech mit einer Beladung von 022 mmol/g hergestellt 
Von foigenden N-Fmoc-Aramosaure-Derivaten wurden nacheinander zweimal je 90ujnol zusammen mit je 
90 umo 1-Hydroxybenzotriazol in 270 ui Dimethylformamid und 105 umol einer Dimethylformamidiasung von 
90|unol N,N-Dusopropylcarbodiimid an das aufeubauende festphasengebundene Peptid angekoppelt- Ne- 
Fmoc-Lysin, Ne-Fmoc-Lysm, p-Alanin, P-Alanin, Leucin, Leucin, Alanin, 5-Ammovaleriansaure, Threonin (-tert. 
Butylether), Tryptophan, Asparaginsaure (tert Butylester), Serin (tert Butylether), Methionin, Valin, Valin, 
5-Ajmnovalenansaure, Valin, Isoleucin, Glutamin (TritylX Glycin, 5-AminovaIeriansaure, Prolin, Phenyialanin. 
Lysin (tert Butyloxycarbonyl), Valin, Asparaginsaure (tert Butylester), Glutamin (Trityl), Prolin, Essigsaure. Die 
Kupplungszeiten betragen 40 und 50 Minuten. Die Abspaltungszeit der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt nach jeder 
Doppelkupplung mit 600 ul einer 50%igen Losung von Piperidin in Dimethylformamid. Die Abspaltzeit betragt 
20 Minuten. Die Waschschritte werden mit jeweils 700 uJ Dimethylformamid achtmal nach jedem der Reaktions- 
schritte durchgefuhrt Die Freisetzung des Peptids erfolgt durch Behandlung des vom Losungsmittel filtrierten 
Harzes mit je 750 ul einer Mischung aus 90% Trifluoressigsaure, 3% Thioanisoi, 3% Ethandithiol und 3% 
Thiokresol innerhalb von 20 Minuten und anschlieBend 140 Minuten. Das Produkt wird durch Zugabe von 15 ml 
kaltem Diisopropylether zu vereinigten Filtrat ausgefallt und durch Filtration isoliert Der Rflckstand wird in 
3 ml 50%iger Essigsaure gelost und lyophilisiert Der Lyophilisationsvorgang wird zweimal wiederholt Es 
werden 13 mg Rohmaterial einer Reinheit von 42% laut reverse phase HPLC erhalten, wovon 4 mg mittels 
praparativer reverse-phase-HPLC gereinigt werden. Ausbeute: 0.7 mg (LS1MS: M-H+; Matrix: mNBA. Be- 
schleunigungsspannung: 6 kV> 



PatentansprOche 

1. Immunologische Bindungssubstanz, die an einen Antikdrper, der gegen ein Epitop mit einer natttrlichen 
Aminosauresequenz spezifisch gerichtet ist, spezifisch bindet und die entweder eine detektierbare Markie- 
rung tragt oder festphasengebunden ist oder aber ein spezifisches BindungsmoIekOl an eine Festphase 
gebunden werden kann oder an ein immunogen wirksames, T-Zell-Epitop enthaltendes Molekttl oder an ein 
Carnerproteinmolekul gebunden ist, dadurch gekennzeichnet, daB die spezifische Bindungssubstanz eine 
dem naturlichen Epitop entsprechende Aminosauresequenz darstellt, bei der mindestens an einer Peptid- 
bindung oder an einer Aminosaure die Sequenz dadurch verandert ist, daB 

a) eine oder mehrere — CO— NH-Peptidbindungsgruppen durch eine davon verschiedene zwei- oder 
dreiatomige Brficke ersetzt sind, 

b) Aminosaureseitenketten urn eine — CH2-Gruppe verkfirzt oder urn eine — CH2-, — S-, — O-, — NH- 
— S02-oder — CO-Gruppe veriangert sind, ' * 

c) eine oder mehrere Aminosauren durch eine nicht-biogene L- oder D-Aminosaure des Tvds HR' 
N-Y-COOH ersetzt sind, wobei 

R' Wasserstoff und 
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Y eine -(CH2)n-Gruppe darsteUt, mh n-2-8 oder eine > CH-fCH2)m-CR>R*R3 ftnmn* rf.r*.ii. 

JUU HJ = U — OjWODei ' — *-* 

R 1 , R 5 ■ inidR 3 , die gleich oder verschieden sein kfinnen, Wasserstoff, einen verzweurten oder unver 
7T C « rir C4 " / i kyIreSt darsteUen «*" einen Phen V»-. Naphryl- oder einen OS Sir NenthXn 

Yeine >CHR-Gruppe darsteUt, wobei 

R eine Seitenkette einer natilrlichen Aminosaure darsteUt, in der eine -CH2-Gruppe durch -S-, 
durchMe^ 

Knenyl und Y erne . CHR-Gruppe darsteUt, in der R eine Seitenkette einer natfirlichen Aminosaure ist, 

l e S^rsTSd A ™ n ° S8Uren dUrCh e ' ne CiBer mMUKa L-Aminosaore entsprechenden D-A- 
2. Inimunologfache Bindungssubstanz gemaB Anspruch I, dadurch gekennzeichnet daB die m mu !i 

£2 ST* "ntrsprafisclKn BMunr^bmiizgemSfi AaWh 1 dutch MpSISSScSl.u 

Ende bildenden Aminosaure an e men Tracer schrittwpi^n a,i*w a 1 " D1 ? aun S Q er aas O-terminale 
ten Methoden, Abspakung des C-termTX E^^^^ 

vor oder nach der Abspaltung vom Tracer an ein M.Ai^^JTiY g * Kopplung der Sequenz & 
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Peptidbindung oder einer Aminosaure der natQrlichen Epitopsequenz statt 

a) der nacheinander diese Peptidbindung bildenden Aminosauren NH2— CHR 1 — COOH und 
NH2-CHR 2 — COOH eine nichtnatQrliche Aminosaure NH 2 — CHR 1 -X— CHR 2 -COOH verwendet 
wird, in der R 1 und R 2 , die gleich oder verschieden sein konnen, Seitenketten von natQrlichen Amino- 
sauren bilden und X eine zwei- oder dreiatomige BrOcke bildet, 

b) einer Aminosaure des natQrlichen Epitops 

— eine Aminosaure verwendet wird, deren Seitenkette um eine — CH2-Gruppe verkQrzt oder urn 
eine -CH2-, -S-, -O-, — NH-, -S02- oder -CO-Gruppe veriangert ist 

— eine nicht-biogene L- oder D-Aminosaure des Typs HR' N— Y-COOH verwendet wird, in der 
R'Wasserstoff und 

Y eine -(CH2)n-Gruppe darstellt, mit n«2-8 oder eine > CH-(CH2)m-CR 1 R 2 R 3 -Gruppe dar- 
steilt mit m « 0—3, wobei 

Rl, R2 und R3, die gleich oder verschieden sein kdnnen, Wasserstoff, einen verzweigten oder 
unverzweigten CI -C4-Alkylrest darstellen oder einen Phenyl-, Naphtyl- oder einen O, S oder N 
enthaltenden 5-6gliedrigen Heteroarylrest darstellen, der mit Methyl, Halogen, NH2, OH oder 
Carboxy substituiert sein kann oder wobei 

Y eine > CHR-Gruppe darstellt, wobei 

R eine Seitenkette einer natttrlichen Aminosaure darsteUt, in der eine — CH2-Gruppe durch — S— , 
NH— , — CH = — , — S02— , —CO— oder — O— ersetzt ist, oder in der ein oder mehrere H-Ato- 
me durch CH3, NH2, Carboxyl, SH, Halogen oder Hydroxy ersetzt sind wobei in alien Fallen Y eine 
in keiner natQrlichen Aminosaure vorkommende Gruppierung bildet oder wobei R' Methyl, Ethyl 
Oder Phenyl und Y eine > CHR-Gruppe darstellt, in der R eine Seitenkette einer natQrlichen 
Aminosaure ist, oder 

— eine D-Aminosaure verwendet wird, die einer beliebigen natQrlichen L-Aminosaure entspricht 
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